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  [摘要] 目的 探讨前梯度蛋白2(AGR2)、S100钙结合蛋白A4(S100A4)在结肠癌组织中的表达情况及

与结肠癌的临床病理特征和预后的关系。方法 选取2013年1月到2014年3月该院确诊为结肠癌、管状绒毛

状腺瘤患者为研究对象。采用 Western
 

blot检测AGR2、S100A4在结肠癌、管状绒毛状腺瘤及正常黏膜组织

中的表达情况,并分析其与结肠癌患者的临床病理特征及预后的关系。结果 AGR2、S100A4在结肠癌表达显

著高于管状绒毛腺瘤和正常肠黏膜组织,差异有统计学意义(P<0.05)。在结肠癌患者中AGR2与S100A4呈

正相关(r=0.534
 

4,P<0.01),且与Dukes分期、淋巴结转移和组织分化程度相关(P<0.05),与性别、年龄、
肿瘤大小无关(P>0.05)。AGR2和S100A4低表达患者5年生存率分别为57.14%和53.06%,明显高于

AGR2、S100A4高表达患者的26.09%和28.13%,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 AGR2和S100A4在

结肠癌中表达升高,与临床病理特征、预后密切相关。
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  [Abstract] Objective To

 

study
 

the
 

expressions
 

of
 

AGR2
 

and
 

S100A4
 

in
 

colon
 

cancer
 

tissue
 

and
 

their
 

relationship
 

with
 

the
 

clinicopathological
 

features
 

and
 

prognosis.Methods The
 

patients
 

diagnosed
 

as
 

colon
 

cancer,tubular
 

villous
 

adenoma
 

and
 

normal
 

intestinal
 

mucosa
 

in
 

this
 

hospital
 

from
 

January
 

2013
 

to
 

March
 

2014
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

study
 

subjects.
 

The
 

expression
 

levels
 

of
 

AGR2
 

and
 

S100A4
 

in
 

colon
 

cancer,tubular
 

villous
 

adenoma
 

and
 

normal
 

mucosa
 

tissues
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.
 

Then
 

the
 

relationship
 

between
 

AGR2
 

and
 

S100A4
 

with
 

clinicopathological
 

features
 

and
 

prognosis
 

was
 

analyzed.Results The
 

expression
 

lev-
els

 

of
 

AGR2
 

and
 

S100A4
 

in
 

colon
 

cancer
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

tubular
 

villous
 

adenoma
 

and
 

normal
 

intestinal
 

mucosa
 

tissue,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).AGR2
 

was
 

posi-
tively

 

correlated
 

with
 

S100A4
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

colon
 

cancer
 

(r=0.534
 

4,P<0.01),and
 

correlated
 

with
 

the
 

Dukes
 

stage,lymph
 

node
 

metastasis
 

and
 

tissue
 

differentiation
 

degree
 

(P<0.05),but
 

had
 

no
 

correlation
 

with
 

the
 

gender,age
 

and
 

tumor
 

size
 

(P>0.05).The
 

5-year
 

survival
 

rates
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

low
 

expression
 

of
 

AGR2
 

and
 

S100A4
 

were
 

57.14%
 

and
 

53.06%,respectively,which
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

26.09%
 

and
 

28.13%
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

AGR2
 

and
 

S100A4
 

high
 

expression
 

groups,and
 

the
 

difference
 

was
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion The
 

expressions
 

of
 

AGR2
 

and
 

S100A4
 

are
 

increased
 

in
 

colon
 

cancer,which
 

are
 

closely
 

correlated
 

to
 

the
 

clinicopathological
 

features
 

and
 

prognosis.
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  结肠癌在我国的发病率及病死率在全部恶性肿

瘤中居第5位,且一直保持持续上升趋势[1],虽然以

手术、化疗等为主的治疗取得了较大的进步,但患者

预后仍较差,究其原因多是患者发现及诊断结肠癌时

已属于中晚期,错过了最佳治疗时机。因此对结肠癌

发病机制进行深入研究,寻找可早期预警及提示预后
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的分子标志物尤为重要。前梯度蛋白2(anterior
 

gra-
dient

 

protein
 

2,AGR2)首先在人乳腺癌细胞株中被

发现[2],后又被证实在胃癌、胰腺癌、卵巢癌等多种肿

瘤中高表达,在肿瘤的发展和转移中起到了一定的作

用[3-5]。S100钙结合蛋白A4(S100A4)属于S-100蛋

白家族中的一种,可增加肿瘤细胞的运动及侵袭能

力,促进细胞的异常增生及分化,也与多种肿瘤的发

生发展密切相关[6]。本文通过探讨 AGR2、S100A4
在结肠癌、管状绒毛状腺瘤及正常黏膜组织中的表达

情况,分析二者与结肠癌临床病理特征和预后的关

系,为结肠癌的诊断及预后提供一定依据。
1 资料与方法

1.1 一般资料

收集2013年1月到2014年3月本院行肠镜检查

确诊为结肠癌、管状绒毛状腺瘤患者及同期行肠镜体

检者的正常肠黏膜组织标本。纳入标准:(1)结肠癌

及管状绒毛状腺瘤患者均行病理检查确诊;(2)结肠

癌及管状绒毛状腺瘤患者均为首次诊断,未进行相关

治疗;(3)所有研究对象资料完整;排除标准:(1)合并

严重心、肝、肾功能不全者;(2)未获得知情同意和不

能配合随访者。结肠癌患者85例,管状绒毛状腺瘤

患者78例,健康体检者88例,所有组织标本均为肠

镜下活检钳夹取组织获取,统计所有患者的临床病历

资料。结肠癌组男53例,女32例,年龄37~81岁;
肿瘤小于5

 

cm
 

44例,大于5
 

cm
 

41例;Dukes分期:A
期10例,B期34例,C期22例,D期19例;组织分化

程度:低分化21例,中分化48例,高分化16例;有淋

巴结转移者41例,无淋巴结转移者44例。结肠癌患

者采取手术治疗者66例,管状绒毛状腺瘤患者均行

内镜下手术治疗。对所有结肠癌组患者进行定期随

访,随访时间为6~60个月,失访4例,失访患者以最

后1次随访时间为准做删失处理。
1.2 试剂

RIPA裂解液购自碧云天公司;BCA
 

蛋白定量试

剂盒购自北京康为世纪公司;聚偏氟乙烯(PVDF)膜购

自美国 Milipore公司;蛋白 Marker购自美国Thermo
公司;低背景化学检测试剂盒购自北京康为世纪公司;
GAPDH抗体购自美国Proteintech

 

公司;AGR2抗体

(ab209224)、S100A4抗体(ab197896)购自英国Abcam
公司;羊抗兔二抗购自中山金桥生物技术有限公司;
Western

 

blot一抗、二抗去除液购自碧云天公司;DAB
试剂盒购自美国Vector

 

Laboratories公司。
1.3 Western

 

blot检测AGR2、S100A4表达

所有标本均于-80
 

℃冰箱中保存,按步骤提取组

织标本蛋白,并通过BCA法测定蛋白浓度,根据测得

蛋白浓度加入不同量的双蒸水使蛋白统一为相同的

终浓度。加入蛋白上样缓冲液,煮沸使蛋白变性。然

后按 Western
 

blot步骤进行操作,制作分离胶和浓缩

胶,待浓缩胶凝固后依次进行上样。所有标本按相同

蛋白量进行上样,电泳(样品在浓缩胶时90
 

V电泳,
样品进入分离胶后改为120

 

V电泳,待样品至分离胶

边缘时终止电泳)、转膜(AGR2为恒流100
 

mA
 

30
 

min,S100A4为90
 

mA
 

35
 

min)、转膜结束后取出

PVDF膜置于5%的脱脂奶粉中进行封闭,4
 

℃冰箱

过夜封闭。封闭结束后用PBST液摇床上洗膜3遍,
每次5

 

min。洗膜后孵育一抗(AGR2和S100A4抗

体浓度为1∶100,内 参 GAPDH 抗 体 浓 度 为1∶
1

 

000),4
 

℃冰箱过夜后用PBST液摇床上洗膜3遍,
每次5

 

min。再孵育二抗(二抗浓度1∶2
 

000),室温

下孵育2
 

h,后再用PBST液摇床上洗涤3遍,每次5
 

min,洗涤后进行显色,用图像分析软件IPP6.0对图

像进行灰度值测定。
1.4 结果判定

所有标本均进行3次 Western
 

blot检测,根据显

色结果测定目的蛋白和内参GAPDH灰度值,共测定

3次取平均值。计算AGR2和S100A4与内参GAP-
DH的相对表达水平,进行统计分析。
1.5 统计学处理

采用SPSS19.0
 

统计软件进行数据分析,计量资

料以
 

x±s表示,正态分布的计量资料用t检验,非正

态分布采用秩和检验,计数资料及构成比的差异程度

采用χ2/Fisher确切概率法检验;多组均数间比较采

用方差分析;相关分析采用直线相关分析,计算Pear-
son相关系数。Kaplan-Meier

 

法进行生存曲线的描

绘,Logrank
 

法检验生存分析差异,以P<0.05为差

异有统计学意义。
2 结  果

2.1 AGR2、S100A4在3组患者中的表达

结肠癌组织AGR2相对表达水平(0.75±0.16)
明显高于管状腺瘤(0.39±0.09)和正常黏膜组织

(0.24±0.08),S100A4在结肠癌中相对表达水平

(0.78±0.13)也明显高于管状腺瘤(0.41±0.08)和
正常黏膜组织(0.29±0.07),且差异有统计学意义

(t=13.28,P=0.000;t=14.17,P=0.000),见图1
和图2。

  A:正常肠黏膜;B:管状绒毛状腺瘤;C:结肠癌。

图1  AGR2和S100A4在3种组织的表达

2.2 结肠癌AGR2和S100A4的相关性分析

通过相关分析发现 AGR2和S100A4在结肠癌

中表达呈正相关(r=0.534,P<0.01),见图3。
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表1  AGR2和S100A4相对表达量与结肠癌患者临床病理参数的关系(x±s)

项目 n AGR2 t/F P S100A4 t/F P

性别 1.087 0.303 0.803 0.417

 男 53 0.77±0.12 0.77±0.09

 女 32 0.73±0.22 0.79±0.14

年龄(岁) 0.351 0.675 1.382 0.177

 <60 36 0.72±0.13 0.79±0.08

 ≥60 49 0.78±0.15 0.76±0.11

肿瘤大小(cm) 1.202 0.227 1.586 0.119

 <5 44 0.75±0.07 0.81±0.13

 ≥5 41 0.72±0.15 0.76±0.16

Dukes分期 24.786 0.000 25.261 0.000

 A 10 0.37±0.07 0.34±0.08

 B 34 0.49±0.11 0.50±0.13

 C 22 0.63±0.15 0.66±0.09

 D 19 0.89±0.08 0.87±0.14

组织分化程度 8.527 0.002 15.477 0.000

 低 21 0.87±0.18 0.89±0.12

 中 48 0.62±0.11 0.64±0.13

 高 16 0.32±0.09 0.35±0.07

淋巴结转移 9.714 <0.000 8.056 <0.000

 有 41 0.88±0.19 0.86±0.21

 无 44 0.54±0.13 0.57±0.11

  *:P<0.05与管状绒毛状腺瘤腺瘤组、正常肠黏膜组比较。

图2  AGR2和S100A4在3种组织相对表达量

2.3 AGR2、S100A4与 结 肠 癌 的 临 床 病 理 特 征 的

关系

AGR2和S100A4的表达在Dukes分期、淋巴结
转移和组织分化程度间的差异有统计学意义(P<

0.05),性别、年龄、肿瘤大小间的差异无统计学意义

(P>0.05),见表1。
2.4 AGR2、S100A4与结肠癌预后的关系

以AGR2与GAPDH相对表达水平的平均值为

界,将结肠癌患者分为 AGR2低表达组(37例)和高

表达组(48例),失访4例。AGR2低表达患者5年生

存率为57.14%(20/35),明显高于高表达组患者的

26.09%(12/46),差异有统计学意义(χ2=7.825,P=
0.004),见图4。

图3  结肠癌AGR2和S100A4的相关性分析

  以S100A4与GAPDH 相对表达水平的平均值

为界,将结肠癌患者分为S100A4低表达组(51例)和
高表达组(34例),失访4例。S100A4低表达患者5
年生存率为53.06%(26/49),明显高于高表达组患者
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的28.13%(9/32),差异有统计学意义(χ2=6.626,
P=0.007),见图4。

图4  AGR2、S100A4表达对患者预后影响的

Kaplan-Meier生存曲线

3 讨  论

AGR2蛋白是由位于染色体7q21.3的AGR2基

因编码合成的一种分泌蛋白[7],它是一种黏蛋白样分

子,主要存在于含黏液分泌细胞或内分泌细胞的组织

中[8]。在正常肠道中,AGR2作为肠内稳态的关键调

节剂存在于肠分泌上皮细胞的内质网内,在肿瘤细胞

内可通过与VEGF和FGF2相结合促进AGR2同源

二聚化,形成混合的二硫键来调节肠黏蛋白的产生而

增强它的活性[9],具有促进细胞生长和细胞侵袭转移

等多种生物学功能[10]。自AGR2被发现以来已被证

实在多种肿瘤中过表达,与肿瘤的发生发展密切相

关[11-13]。它在前列腺癌、乳腺癌、非小细胞肺癌中明

显表达上调,通过与血管内皮生长因子 A(vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor
 

A,VEGFA)直接相互作用

或通过核因子-κB(NF-κB)途径增加其转移活性,促进

多种肿瘤的侵袭和转移[14]。TIAN
 

等[12]发现AGR2
结肠癌中高表达,在体内和体外均可促进结直肠肿瘤

细胞的转移。本研究发现 AGR2在结肠癌中也呈高

表达,均较管状绒毛状腺瘤及正常黏膜表达明显增

高,与 WEICHERT
 

等[13]结果一致。说明 AGR2在

从正常肠黏膜发展到结肠癌的过程中起到了一定的

促进作用,可能为结肠癌发生发展的正向调控因子。

S100A4蛋白是一种钙结合蛋白,为S100蛋白家

族的成员之一,定位于细胞质和细胞核中,与细胞中

肌动蛋白和肌球蛋白细胞骨架相关[6],并在细胞外空

间发挥作用。它被证实在多种肿瘤细胞中表达,与肿

瘤的侵袭迁移密切相关[15],且肿瘤侵袭能力越强,其

表达水平越高。敲除S100A4后可明显抑制肿瘤生长

速 度 及 侵 袭 能 力[16],通 过 microRNA-187 下 调

S100A4也能抑制骨肉瘤的发展[17],而
 

S100A4过表

达则可促进胰腺癌的侵袭和转移[6],起到促进肿瘤发

展的作用。本研究发现S100A4在结肠癌中呈高表

达,与KWAK等[18]的研究结果一致,进一步证实了

S100A4在肿瘤中为高表达,与肿瘤的发展密切相关。
本研究结果发现,AGR2和S100A4的高表达与

Dukes分期、淋巴结转移和组织分化程度相关,提示

AGR2和S100A4均与结肠癌的侵袭、转移密切相关。
且相关分析发现 AGR2和S100A4在结肠癌中表达

呈正相关(r=0.534
 

4,P<0.01),提示二者在结肠癌

的侵袭和转移过程中可能起到相互促进作用,共同导

致结肠癌的转移等发生,这与刘建捷等[19]结论一致,
分析可能机制为 AGR2使 Wnt11表达上调,从而激

活非经典 Wnt信号传导通路的下游组分钙/钙调蛋白

依赖的蛋白激酶Ⅱ(Ca2+/calmodulin-dependent
 

pro-
tein

 

kinase
 

Ⅱ,CaMKⅡ)和C-Jun氨基末端激酶(C-
Jun

 

amino-terminal
 

kinase,JNK),后二者都可调节结

直肠肿瘤细胞的迁移[12],NAIYA
 

等[20]研究发现阻断

Wnt途径后也可使S100A4表达明显下调,从而提示

二者都与 Wnt途径相关并可能通过该途径相互作用,
促进结肠癌的发展。

AGR2与多种肿瘤的预后密切相关,其高表达往

往提示临床结局较差[21]。KANG等[22]发现S100A4
与结直肠癌的肿瘤侵袭深度密切相关,且为结直肠癌

患者生存率的独立预测因子。本研究采用 Kaplan-
Meier生存曲线分析发现AGR2和S100A4高表达患

者5年生存率明显低于低表达组患者,由此推测,二
者高表达可能预示着结肠癌患者较低的生存率,监测

结肠癌中的AGR2和S100A4表达情况,有助于预测

结肠癌患者的预后,二者可作为结肠癌患者预测5年

生存率的分子标志物。
综上所述,AGR2和S100A4在结肠癌组织中高

表达,与患者癌症进展及转移、预后密切相关,
 

因此对

结肠癌个体化监测
 

AGR2和S100A4对了解肿瘤的

生物学特征及判断预后有非常重要的意义。
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